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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼ(HO)は NADPH-シトクロム P450 還元酵素(CPR)か

らの還元力と分子状酸素を用いて、ヘムを分解する酵素である。本研究は NADPHからヘムへの

還元力の供給経路解明および HO-CPR複合体の立体構造解析を目的とし、反応の中間段階である

ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反応に必要な還元力の供給経路、ヘムの持つ二つのプロ

ピオン酸側鎖の還元力授受における役割について検討した。HO-CPR 複合体の良質な結晶は得ら

れなかったが、複合体を安定化する条件を見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：Heme oxygenase (HO) catalyzes the heme degradation utilizing 
molecular oxygen and reducing equivalents from NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR). 
The purposes of this study are the characterization of electron pathway between NAPDH 
bound to CPR to heme bound to HO, and the structure determination of HO-CPR complex. We 
attempted to characterize the electron pathway from NADPH to hydroxyheme in the conversion 
from hydroxyheme to verdoheme, which are reaction intermediates in HO reaction, and to 
characterize the function of each propionate side chain of heme in the electron transfer 
to the heme iron. Unfortunately, we could not obtain good crystals of HO-CPR complex, 
but we found the condition to stabilize this transient complex. 
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１．研究開始当初の背景 

ヘムオキシゲナーゼ(HO)は分子状酸素と
NADPH-シトクロム P450還元酵素(CPR)からの
還元力を利用し、3段階の酸素添加反応(ヘム
→ヒドロキシヘム→ベルドヘム→ビリベル
ジン)によって、ヘムを部位特異的に開裂し、
ビリベルジン、一酸化炭素、鉄に分解する酵

素である。HO の主要な生理的役割は老朽化し
た赤血球の新陳代謝によって生じた多量の
遊離型ヘムを分解し、体内の鉄の恒常性を維
持することである。この役割に加えて、近年、
酸化ストレスに対する防御や、分解反応によ
って生じた一酸化炭素をシグナル伝達物質
とする抗炎症作用、抗アポトーシス作用など
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があることが見いだされ、注目を集めている。
HO は生理的に重要な酵素であるが、その一方
で反応機構においても、基質であるヘム自身
が酸素を活性化する補酵素として機能する
点でユニークな酵素である。このことは、HO
の反応機構は、シトクロム P450 など一般の
ヘム含有オキシゲナーゼのそれとは全く異
なることを示唆しており、その反応機構を解
明すべく様々な分光学的、生化学的知見が蓄
積されてきた。さらに約１０年前にヘム-HO
複合体の立体構造が明らかになったことに
よって、立体構造を基盤とした反応機構の描
像が描けるようになり、この分野の HO 研究
が爆発的に進展し、反応機構の詳細まで明ら
かになりつつあった。 
それに対して、電子供与体である CPRからヘ
ム-HO 複合体中のヘム鉄への電子授受機構に
ついては研究開始当初から現在に至るまで、
解明が遅れている。 
 

２．研究の目的 

本研究では、電子授受機構を明らかにする目
的で、以下の３点について研究を進めた。 
(1)ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反
応過程における CPR内の電子伝達経路の解明 
CPRは FMN、FADを補酵素として持つフラビン
酵素であり、シトクロム P450 への電子伝達
過程においては NADPH→FAD→FMNの順番で電
子が受け渡され、最終的にシトクロム P450
の持つヘムへ電子が受け渡される。 
HO に対しての電子伝達過程も同様であると
考えられていたが、以前の我々の研究により、
ベルドヘムからビリベルジンへ至る反応過
程に必要な電子については、人為的に作成し
た FMN欠損 CPRを用いても反応を触媒できる
ことが明らかとなり、この過程では必ずしも
FMN を介さないことが明らかとなった
(Higashimoto Y. et al. J. Biol. Chem. 281 
(2006) 31659-31667)。逆にヘムからヒドロ
キシヘムへ至る反応過程では FMNが必須であ
ることも明らかとなった。そこで、本研究で
はヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る過
程において、FMNが必要かどうか検討した（図
１）。 

(2)ヘムプロピオン酸側鎖の電子伝達におけ
る役割 
ヘムプロピオン側鎖はヘム分子の持つ唯一
の酸解離基であることから、電子授受に必要
な側鎖であると考えられており、実際にヘム
プロピオン酸側鎖に化学的修飾を加えた化
合物を用いた HO反応の解析がなされている。 
本研究では、我々はヘム分子に二本あるプロ
ピオン側鎖の片方をメチル基に置換した片
足ヘム二種類（図２）を用いて、HOに対する
反応性および複合体の立体構造解析を目的
とした。 

(3)HO-CPR複合体の構造解析 
HO-CPR 間の電子授受機構を明らかにするう
えで、欠かせないのが複合体の構造基盤であ
る。それぞれ個別の蛋白質の立体構造は決定
されているが、複合体の立体構造は明らかで
はない。そこで、この複合体の X線結晶解析
による立体構造決定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
実験すべてにおいて必要な HO（HO-1）および
CPRは大腸菌を用いて発現させたラット由来
組換え蛋白質を用いた。HOおよび CPR はそれ
ぞれ膜結合領域を持つが、その領域を除いた
蛋白質を発現し、実験に使用した。蛋白質は
各種クロマトグラフィーを行うことにより、
高純度に精製したものを使用した。 
 
(1)ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反
応過程における CPR内の電子伝達経路の解明 
ヒドロキシヘムはヘムから坂本らの手法 
(Sakamoto H. et al. J. Biol. Chem. 274 
(1999) 18196-18200)に従って有機合成した。
得られたヒドロキシヘムを嫌気条件下で HO
に結合させ、野生型 CPRおよび FMN欠損型 CPR
を用いて、還元速度の違いを検討した。 
 
(2)ヘムプロピオン酸側鎖の電子伝達におけ
る役割 
大阪大学大学院工学研究科の林 高史教授
に提供いただいた片足ヘムを基質とし、反応
過程における吸収スペクトルの変化を比較
した。また、片足ヘムにアスコルビン酸を添
加することにより、酸化還元的に片足ベルド
ヘムを合成し、片足ベルドヘムを基質とする
場合の反応性についても検討した。 
さらに片足ヘム-HOと CPRの親和性を表面プ

図２ ヘムと片足ヘム 

図１ HO の反応過程における電子伝達経

路の違い 



 

 

ラズモン共鳴法によって測定した。 
片足ヘムの HOに対する結合方向を確認する
ために、シアノバクテリア由来 HO-2とそれ
ぞれの片足ヘムの複合体を結晶化し、大型放
射光施設 SPring-8 の放射光を用いて、X線結
晶解析を行った。シアノバクテリア由来 HO-2
を用いた理由はラット由来 HO と片足ヘム複
合体の良質な結晶が得られなかったためで
ある。シアノバクテリア由来 HO-2はラット
由来 HO-1と 43％の相同性を持つホモログ蛋
白質である。本 HO-2は膜結合領域を持たな
いため、全長を大腸菌を用いて発現させ、得
られた組換え蛋白質を各種クロマトグラフ
ィーによって精製し、使用した。 
 
(3)HO-CPR複合体の構造解析 
HO、CPR、ヘム結合型 HO、NADP＋結合型 CPR
を用い、それぞれ様々な混合比率、様々な蛋
白質濃度で、それぞれ数百種類の結晶化条件
を検討した。 
HO-CPR複合体はゲルろ過クロマトグラフィ
ーによる精製で分離してしまう不安定な複
合体であり、結晶化が困難であると予想され
る。そこで安定な複合体を形成させるため、
HOと CPR の融合蛋白質作製、架橋試薬による
複合体の安定化、CPRのループ領域数残基を
切除した変異 CPRと HOの複合体形成を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反
応過程における CPR内の電子伝達経路の解明 
嫌気条件下で酸化型ヒドロキシヘム-HO 複合
体の還元型への変換を野生型 CPR および FMN
欠損型 CPR を用いて、検討した。還元は HO
に対して 5 等量の NADPH、1/100 等量の CPR
を加えることによって開始し、pH 7.4、室温
で実験を行った。還元型への変換は可視吸収
スペクトルの変化によって確認した。野生型
CPRを用いた場合は約 30分以内に完全に還元
型への変換が完了したのに対して、FMN 欠損
型 CPR を用いた場合は 60 分後にも顕著な変
化が見られなかった。以上のことからヒドロ
キシヘムからベルドヘムへ至る反応過程で
は FMNを経由する電子伝達過程であることが
明らかになった。 
 
(2)ヘムプロピオン酸側鎖の電子伝達におけ
る役割 
片足ヘム二種類と HOの複合体を調製し、CPR
との相互作用を検討したが、通常のヘム複合
体との顕著な違いは見られなかった。反応部
位特異性についても、通常のヘムを用いた場
合と同様にα-メテン部位が開裂される。 
しかし、反応中の吸収スペクトルの変化につ
いては、両者ともヘムを用いた場合と同様の
反応経路をたどっていると示唆されるもの

の、片方の片足ヘム複合体のほうが、もう片
方に比べて、若干遅いという結果が得られた。
これは片足ベルドヘムを用いた場合につい
ても同様であった。 
シアノバクテリア由来 HO-2 とそれぞれの片
足ヘムの複合体の立体構造を解析したとこ
ろ、両者ともにプロピオン酸側鎖がヘムポケ
ットの内側を向く配向をしていた。これは、
両者の結合方向が表裏逆であることを示し
ている。表裏が逆になっても、開裂部位であ
るα-メテン部位の HOに対しての位置は変わ
らないので、部位特異性についての結果と矛
盾するものではない。 
これは、片足ヘムをアポミオグロビンに結合
させた場合には、それぞれの片足ヘムの結合
方向が一定であるという結果と異なる
(Harada K. et al. Biochemistry 46 (2007)  
9406-9416)。 
つまり、アポミオグロビンではヘムのメチル
側鎖とビニル側鎖の違いをプロピオン酸側
鎖より厳しく認識しているが、HO では逆にプ
ロピオン酸側鎖を厳しく認識しているとい
うことである（図３）。 

この事実は、ヘム蛋白質の分子認識という意
味では興味深い結果だが、電子授受経路を調
べるという意味では、どちらの片足ヘムを用
いても、プロピオン酸側鎖の HO に対する相
対位置は同じということを示しており、片足
ヘムを用いた実験は不適当という結果を示
している。実際に様々な生化学的結果がどち
らの片足ヘムを用いてもほぼ同じという点
とも一致する。ただ、反応解析の面では両者
に若干の違いが見られている。これはヘム分
子の表裏によって酸素分子に対しての反応
性が若干異なるということを示唆している
のかもしれない。 
 
(3)HO-CPR複合体の構造解析 
HO、CPR、ヘム結合型 HO、NADP＋結合型 CPR
を用い、それぞれ様々な混合比率、様々な蛋
白質濃度で、それぞれ数百種類の結晶化条件
を検討した。しかし、良質な複合体結晶は得
られなかった。 
HO-CPR 複合体はゲルろ過クロマトグラフィ
ーによる精製で分離してしまう結晶化にと
っては不安定な複合体であり、安定な複合体
を得ることが良質な結晶を得るために重要
である。そこで HO-CPR 融合蛋白質の遺伝子

図３ 蛋白質による認識部位の違い 



 

 

工学的作成や架橋試薬によって得られた複
合体についても、結晶化を検討した。しかし、
良質な結晶は得られなかった。 
このような結晶化条件の検討過程で、複数の
国外の研究グループから CPRの構造と機能に
ついて、以下のような報告がなされた
(Hamdane D. et al. J. Biol. Chem. 284 
(2009) 11374-11384, Ellis J. et al. J. Biol. 
Chem. 284 (2009) 36628-36637)。CPRの FMN
結合ドメインと連結ドメイン間に存在する
ループ領域数残基を切除した変異 CPR では、
ドメイン間の配置が野生型と異なることが
構造解析によって明らかとなった。従来から
野生型 CPRのドメイン配置では、シトクロム
P450 との複合体形成において不都合が生じ
ることが予想されており、変異蛋白質で見ら
れたドメイン配置(open conformation)を、
野生型 CPRでも、一時的に形成することによ
って、電子伝達がなされる機構が提唱された
（図４）。 
我々は CPR から HO への電子伝達過程におい
ても、CPR が一過的なドメイン配置の転換を
行い、HOへ電子伝達を行うのではないかと考
え、同様のループ切除型変異 CPR と HO の相
互作用を検討した。この変異 CPRはゲルろ過

クロマトグラフィーによる精製でも分離し
ない安定な複合体を HOと形成し（図５）、野
生型と比べて、速度は遅いものの、ヘム-HO
複合体を還元できることを確認した。 
また、これまでに CPRとの相互作用に重要な
役割を果たす HOの表面アミノ酸残基（K149, 
K153, R185 ） が 同 定 さ れ て い る が
(Higashimoto Y. et al. J. Biol. Chem. 280 
(2005) 729-737)、これらが変異 CPR との相
互作用においても関係していることを架橋
試薬との反応性によって確認した。これは、
HOと CPRの相互作用様式が変異 CPRにおいて
も同様であることを示唆している。 
現在は、表面プラズモン共鳴を用いた変異
CPRと HO の詳細な相互作用解析や、変異 CPR
と HO の複合体の結晶化について検討を行っ
ている。 
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